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Anwaltsakte: 47 739 V 


Knorpelzell-Kulturmedium und Venvendung desselben 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein fiir Knorpelzellen geeignetes und vorzugweise fux 
Knoipelzellen selektives Kxiltunnedi\iin. 

Hintergrund der Erfindung 

Die Knorpelzellen (Chondrozyten) sind Zellen, die fiir die Bildung von Knorpelgewebe 
vor allem in Gelenken verantwortlicli sind. Verletzimgen des Knoipels beispielsweise 
aufgrund von UnfdUen oder altersbedingte und/oder verschleiBbedingte Schaden des 
Knorpel fiihren meist zu einer erheblichen BeeintrSchtigung der Beweglichkeit und zu 
Schmerzen beim Betroffenen. 

Defekte von Knorpelgewebe lieBen dem Mediziner fruher nur die Wahl, das betroffene 
Gelenk ruhig zu stellen. Im Rahmen der modemen Transplautationsmedizin komien 
derartige Defekte heute haufig durch Transplantation entsprechenden Gewebematerials 
gelindert Oder behoben werden. 

Ublicherweise werden die Zellen bei einem derartigen Verfahren in eine dreidimensionale 
Tragerstruktur eingelagert, wobei die Form der Tragerstruktur meist der Form des spSteren 
Implantates entspricht. Die US-Patente der Nr. 5 053 050 und 5 736 372 beschreiben 
Zusammensetzungen zur Reparatur von Knorpel oder Knochen, wobei Knorpel- oder 
Knochenzellen in eine biologisch resorbierbare Tragersubstanz eingebracht werden. Zur 
Stiitzung der Zellkultur komien der Nahrlosung das Zellwachstum fordemde Substanzen, 
Adhasionsfaktoren usw. zugesetzt werden. 
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GelCTJdoiorpelersatz bzw. Knoxpeltransplantate, bestehend aus Tragennaterial (bspw. 
einem resorbierbaren Vlies), biologischer Matrix (bspw. einem Gel) und autologen Zellen, 
insbesondere Chondrozyten, wird bzw. werden tiblicherweise durch Anzucht der 
Chondrozyten aiis dem Biopsat in 3-D-Kult\ir fiir ca. 7 Wochen in einem RPMI-Medium, 
Einbettung der Chondrozyten in die Matrix bspw. durch Einwalken sowie eine 
anschlieBende 2 - 5-ta^ge Vorkultivierung im Vlies erzeugt. Jedes fur die Ziichtung der 
Knorpelzellen verwendete Kulturmedium muss folgendes leisten: 

Ersten muss es anf die Knorpelzellen proliferationsfbrdemd wirken. Zweitens sollte es die 
Dedifferenzierung der Chondrozyten hin zu einem Fibroblastoiden Typus moglichst 
hinauszSgem. Da Dedifferenzierung und starke Poliferation meist eng zusammenhangen, 
muss ein geeigneter KompromiB zwischen wachstumsfbrdemden und die Differenzierung 
stabihsierenden Eigenschaften gefunden werden. SchlieBlich muss ein Kulturmedium den 
chondrogenen Charakter der Kjioipelzellen erhalten. 

Kommerziell ftir medizinische Zwecke wird derzeit tiblicherweise als Kulturmedium 
RPMI 1640 (enthaltend:. Glucose, AminosSuren, Vitamine, Salze und Carbonat-Puffer) 
ggf. supplementiert mit Humanserum meist 10 - 15 % verwendet Letzteres muss vom 
Spender gewoimen werden, wobej die Gewinnung ftir diesen eine weitere Belastung 
darstellt Die zu transplantierenden Zellen werden in diesem Medium tiblicherweise ca. 7 
Wochen bis zur gewtinschten Zellzahl kultiviert, Nach dem Beimpfen auf den 
Transplantattrager mussen die Zellen bis zur Transplantation noch 2-5 Tage im 
Differenzierungsmedium kultiviert werden. 

Ftir wissenschaftliche Zwecke verwendet man als Kulturmedium in der Regel ein mit PCS 
(meist 15 %) supplementiertes RPMI-Medium. Dies ist fur die medizinische Verwendung 
ausgeschlossen. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfibndung, ein Knorpelzell-Kulturmedium bereit- 
zustellen, welches die oben genannten Kriterien erfullt. Es ist weiterhin Aufgabe der 
vorliegenden Brfindxmg, ein Knorpelzell-Kulturmedium be^eitzustellen, welches eine 
Verkiirzxmg der Knlturzeiten bis zur Erzielung der gewtinschten Zellzahl und/oder eine 
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Veixingerung Zeitspanne bis zur Beimpfen des Transplantattragers gestattet. Eine 
Miiiimierung des Gehalts an Humanserum vereinfacht die Logistik und stellt eine 
wesentliche Erleichterung ftir den Patienten dar. 

Zusammenfassung der Erfindung 

Die genaimten Aufgaben werden erfindungsgemaB gelost diorch ein Knorpelzell- 
(Chondrozyten)-Kultumiedium, enthaltend ein fur die Kultur von primaren human Zellen 
geeignetes Basismedium, dem zusatzlich folgende Wachstumsfaktoren zugesetzt werden: 
0,5 - 50,0 ng/ml EGF, 0,5 - 50,0 ng/ml FGF, 0,1 - 10,0 ng/ml PDFG, 0,5 - 50,0 ng/ml 
IGF, 1,0 - 100,6 ng/ml Dexamethason und 0,1 - 10,0 mM Glutamia. Dieses kann, falls 
gewflnscht, mit 0 - 15 % Humanserum supplementiert werden. 

In einem zweiten Aspekt betriffl die Erfibadimg die Verwendung eines wie oben definierten 
Knorpelzell-Kulturmediums zxir Zuchtung von Knorpelzellen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnuug 

Fig. 1 zeigt in Fomi eines Balkendiagrammes die Zellzahl nach Stagiger Kultur in 
verschiedenen Kultuxmedien, erbalten gemafi Beispiel 1 . 

Fig.2 zeigt die Zeit bis zum Erhalt einer gewilnschten ZeUzahl am Vergleich dreier 
Biospate in herkommlichem Medixmi (RPMl) und einem erfindungsgemaBen Medium. 

Genaue Beschreibung der Erfindung 

Wie oben beschrieben, betrifft die Erfoidung ein spezielles, wie in den Anspriichen 
defoiiertes Knoipelzell-Kultuimedium. Dieses Knoipelzell-Kulturmedium enthalt 
vorzugsweise ausschlieBlich nach dem AMGsowie nach den GMP-Richtlinien der EU zur 
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Verwendung am Menschen zugelassene Substanzen. Die aus der Kultur gewonnenen 
Knorpelzellen (Chondrozyten) kGnnen damit ohne Bedenken hinsichtlich des 
Kulturmediums als Transplantat verwendet werden. 

Das erfindungsgemSBe Knorpelzell-Kulturmedium enthalt ein fiir die Kultur von primaren 
human Zellen geeignetes, vorzugsweise reichhaltiges Basismedium, das zusatzlich enthSlt: 
0,5 - 50,0 ng/ml EGF, 0,5 - 50,0 ng/ml FGF, 0,1 - 10,0 ng/ml PDFG, 0,5 - 50,0 ng/ml • 
IGF, 1,0 - 100,0 ng/ml Dexamethason und 0,1 - 10,0 mM Glutamin. Vorzugsweise enthalt 
das Knorpelzell-Kulturmedium zusatzlich 5,0 - 20,0 ng/ml EGF, 5,0 ~ 20,0 ng/ml FGF, 
1,0 - 6,0 ng/ml PDFG, 5,0 ^ 20,0 ng/ml IGF, 10,0 - 60,0 ng/ml Dexamethason und 1,0 - 
6.0 mM Glutamin noch starker bevorzugt 10,0 ng/ml EGF, 10,0 ng/ml FGF, 3,0 ng/ml 
PDFG, 10,0 ng/ml IGF, 40,0 ng/ml Dexamethason und 4,0 mM Glutamin. 

ErfindungsgemaB V ann grundsatzlich j edes bekannte und fur die Kultivierung von 
primaren human Zellen geeignete Baisismedium verwendet werden. Bevorzugt handelt es 
sich um ein relativ reichhaltiges Medium (kein Mangelmedium). Das Basismedium kann 
jede geeignete Kohlenstoff- und/ oder Stickstoffquelle verwendet werden. Vorzugsweise 
werden Kohlenstoff- und Stickstoffquellen verwendet, die den Vorgaben des AMG und der 
GMP-Richtlinie entsprechen. Die Konzentrationen sind hier variabel und konneh vom 
Fachmann anhand von Routineversuchen bestimmt und optimiert werden. Das Medium 
weist weiterhin vorzugsweise einen Ca^'*'-Gehalt von nicht ttber 2,5 mM, vorzugsweise . 
nicht uber 1,8 mM auf. Bevorzugt liegt der Gehalt an Ca^^ auBerdem nicht unter 0,4 mM, 
starker bevorzugt nicht \mter 0,6 mM. 

Geeignete und fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung bevorzugte Medien sind 
ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Eagle's MEM, DMEM, MEM, RPMI und 
OptiPro. Ein besonders bevorzugtes Medium ist das Basalmedium OptiPro®, das von der 
Firma Invitrogen, vertrieben wird. 

Der erste Zusatz des erfindungsgemaBen Knorpelzell-Kulturmediums ist ein EFG 
(Epidermal Growth Factor) in einer Menge von 0,5 bis 50,0 ng/ml, vorzugsweise 5,0 bis 
20,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 10,0 ng/ml. Der EGF ist ein genereller Wachstumsfaktor 
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fiir mesenchymate Zellea. Bevorzugt handelt es sich um rekombinantes, noch starker 
bevorzugt rekombinantes human EGF (rh EGF). 

Der zweite Zusatz des erfiaidungsgemSBen Knorpelzell-Kidtuimediu^ der basic FGF 
(Fibroblast Growth Factor) in einer Menge von 0,5 bis 50,0 ng/ml, vorzugsweise 5,0 bis 
20,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 10,0 ng/ml. Der bFGF ist in vivo ein genereller 
Wachstumsfaktoren fur mesodermale \md neuro-ectodermale Zellen. In vitro schrankt der 
bFGF die Anspriiche an die Serumqualitat ein. Bevorzugt handelt es sich um einen 
rekombinanten, noch starker bevorzugt einen rekombinanten, huinanen bFGF. 

Der dritte Zusatz des erfindungsgemaOen Knorpelzell-Kulturmediums ist der PDGF 
(Plathelet Derived Growth Factor) in einer Menge von 0,1 bis 10,0 ng/ml, vorzugsweise 
1,0 bis 6,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 3,0 ng/ml. Unter den Oberbegriff PDGF fallt ein 
ganzes Spektrum an verwandten Molekfllen, denen verschiedene Aufgaben zukoxnmeiL 
U.a. fimgieren die PDGF als Wachstumsfaktoren, bei der Wundheilung und als 
Chemotaxisfaktoren. Bevorzugt verwendet man einen rekombinanten human PDGF (rh 
PDGF). Starker bevorzugt handelt es sich um BB-Homodimere. 

Der vierte Zusatz des erfindungsgemaBen ICnorpelzell-Kulturmediums ist IGF-1 (Insulin- 
like Growth Factor) in einer Menge von 0,5 bis' 50,0 ng/ml, vorzugsweise 5,0 bis 20,0 
ng/ml, am meisten bevorzugt 10,0 ng/ml. Der Ausdruck IGF bezeichnet als Oberbegriff 
insbesondere den IGF-1 und den IGF-2. Die IGF stellen starke Wachstumsfaktoren u.a. fur 
Knorpelzellen dar, Sie wirken zum Teil synergistisch init anderen Wachstumsfaktoren. 
Bevorzugt verwendet man einen rekombinanten, starker bevorzugt rekombinanten human 
IGF (rh IGF). 

Bei dem fiinften Zusatz des erfindungsgemaBen Knorpelzell-Knltuimediums handelt es 
sich um Dexamethason in einer Menge von 1,0 bis 100,0 ng/ml, vorzugsweise 10,0 bis 
60,0 ng/ml, am meisten bevorzugt 40,0 ng/ml. Dexamethason (9a-Fluor-l6a- 
methylprednisolon) ist ein halbsynthetisches Glucocorticoid, welches die ACTH-Sekretion 
beeinflusst. Dexamethosan ist ein Differenzierungsfaktor fur Knorpelzellen. 
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Bei dem sechsten Zusatz des erfindungsgemafien KnorpelzeU-Kultunnediums handelt es 
sich urn Glutamin in einer Menge von 0,1 bis 10,0 mM, voizugsweise 1,0 bis 6,0 mM, am 
meisten bevorzugt 4,0 mM. Glutamin ist eine der natttrlich vorkoimnenden Aminosauren , 
die iiblicharweise als Stickstoffquelle dienen kann. 

Weiterhin kann, das erfmdvmgsgemaBe Medium mit Humanserum, vorzugsweise 
auto'logisch in einer Menge von 0-15 %, vorzugsweise 0-10 %, am meisten bevorzugt 3-5 
% (GewA^ol) supplementiert sdn, muss aber nicht. Das zeigt, dass das erfindungsgemaBe 
Kultunnedium eine vorteilhafte Verringenmg dieses Zusatzes ennogUcht, der nach dem 
Stand der Technik bislang in hohraren Mengen erforderUch war. 

In einem zweiten Aspekt betrifft die vorliegende ErjBndung die Verweadung des oben 
beschriebenen KnorpelzeU-Kultunnediums zur Zachtung von KnoipelzeUen, insbesondere 
zu deren selektiver Ziichtutig. Die Kulturbedingungen sind dem Facbmann bekaimt und 
konnen anhand von Routineexperimenten optimiert werden. 

Die Ziichtung der Knorpelzellen unter Verwendung des erfmdungsgemaBen Mediums 
erfolgt ausgehend von Gewebebiopsien eines Spenders und vorzugsweise des zu 
bdiandebiden Patienten selbst. Vorzugsweise sind die rabaltenen Knorpelzellen zur 
Reimplantation in den Meaaschen, insbesondere den Spender bestimmt Sind Spender und 
Emp^ger identisch, ist eiae TransplantatabstoBung nicht zu befiirchten, sofem nicht das 
Kulturaiedium antigene Substanzen caithSlt. Letzteres entspricht nicht dem AMG und ist 
daher nicht erwtinscht. 

Ein iiberraschender und nicht zu erwartender Vorteil des erfindungsgemaBen Mediums mit 
der erfindxmgsgemaBen Zusatzkombination sind die hohen Vennehrungsraten der 
Knorpelzellen, im Beispiel mit nur 3 % humanen autologen Serum. In entsprechenden 
Vargleichsversuchen mit dem kommamell verwendeten Medium RPMI, supplementiert 
mit Humanserum (10% und 15%), hat die Anmelderin gefunden, dass das 
earfindungsgemaBe KnoipelzeU-Kulturmedium hinsichthch der Wachstumsraten 
verbesserte Ergebnisse liefert. Konkret lasst sich die Zeit bis zum Beimpfen des 
Transplantattragers und anschliefiend bis zur Transplantation mit Hilfe des 


erfmdungsgemaBen KultunxLediums deutlich senken. Durch kurzere Kultivierung und 
optimierte Faktoren sind die Zellea weniger dedifferenziert. Das chondrogenes Potential 
und damit die Produktqualitat ist somit erhoht. GemSB der bevorzugten AusfOhrungsform 
kann beispielsweise diese Zeit um das 3,5-fache yerkiirzt werden. 

Beispiele 
Beispiel 1 

In einem ersten Beispiel wurden je 0,1 Mio. Zellen eines Biopsats, d.h. identischen 
Ursprungs, in fiinf verschiedenen Medien kultiviert und die Zellzahl nach 8 Tagen in 
Kultur bestinunt Die Kultur erfolgte bei 37 °C in Zellkulturflaschen. Verwendet wurde als 
Vergleich RPMI, supplementiert nrit 15 % Humanserum (HS) bisherige Knorpelmedium 
sowie das Medium Optipro der Fa. Invitrogen und Wachstumszusatze, supplementiert mit 
. 3% HS: 

Tabelle 1 : Verwendete Wachstumszusatze (BTT Faktormix) 


Zusatz 

Menge 

EGF: 

10 ng/ml 

FGF: 

10 ng/ml 

PDF: 

3 ng/ml 

IGF: 

10 ng/ml 

Dexamethason: 

40 ng/ml 

Glutanain: 

4mM 


Tabelle 2: Verwendete Medien 


Basismedium 

Humanserum (%) 

BTT 

Faktormbi: 

KPMI 

3 

+ 

RPMI (Vergl.) 

15 


OptiPro® 

3 . 

+ 

OptiPro® 


+ 

OptiPro® (Vergl.) 

3 
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Zum direkten Vergleich wurden parallele Zellkulturen aus Biopsaten derselbea 
Testpersbnen mat den in Tabelle 2 gesnannten Medien etabliert und nach gangigen 
Verfahren gefiihrt. Im Ergebnis entspricht das Wachstum und die Moiphologie von 
etablierten Knorpelzell-Kulturen mit dem erfindungsgemSBea Medium etwa denjenigen 
des supplementaren RPMI-Mediums. 

Allerdings bietet das erjBndungsgemafie Medium Vorteile bei der Etablierung der Kultur, 
dahingehend, dass die Zellausbeute bei geringerer Supplementierung mit HS 
durchschnittUch 2.5 bis 10-iiial hoher Uegt. Die Ergebnisse sind in Fig. 1 gezeigt. 

Gleichzeitig lasst sich dadurch die Kulturdauer und Zahl der erforderUchen Passagierungen 
bis zum Erhalt der zum Beimpfen des Transplantats erforderlichen Zellzahl senken. 
Insgesamt kann damit die Transplantation firiiher und mit besserer ZellqualitSt erfolgen. 

Beispiel 2: 

In einem zweiten Versuch wurden Biopsate dreier Spender jeweils in erfindungsgemaBem 
Medium (Nr.3 oben; OptiPro® mit 3% HS und Zusatzen) bzw. RPMI (10% HS) kultiviert 
und die Dauer bis urn Erhalt der erforderlichen Zellzahl in der Kultur, ausgehend von 
identischen Okulaten, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Fig. 2 gezeigt. 

Aus Fig. 2 ist ersichtlich, dass sich dutch Kultivieren im erfindungsgemaBen Medium die 
Zeit bis zum Erhalt einer Zellzahl von 60 Mio. Zellen in Abhangigkeit vom Alter des 

Spenders deuthch (ca. urn das 3-fache) verkOrzen lasst 
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Anmelder: BioTissue Technologies AG 
Anwaltsakte: 47 739 V . 


Patentanspriiche 


1 . Knorpelzell-Kulturmedium, enthaltend ein fiir die Kultur von prim^ea human 

' Zellen geeignefes Basismediuin und zusatzlich: 0,5 - 50,0 ng/ml EGF, 0,5 - 50,0 
ng/ml FGF, 0,1 - 10,0 ng/ml PDGF, 0,5 - 50,0 ng/ml IGF, 1,0 - 100,0 ng/ml 
Dexamethason und 0, 1 - 1 0,0 mM Glutanain. 

2. Knorpelzell-Kulturmedium nach Anspruch 1, enthaltend: 5 ,0 - 20,0 ng/ml EGF, 5,0 
-20.0 ng/ml FGF, 1,0 -6,0 ng/ml PDGF, 5,0 -20,0 ng/ml IGF, 10,0 -60,0 ng/ml 
Dexamethason und 1,0 - 6,0 mM Glutamin. 

3. Knorpelzell-Kulturmedium nach Anspruch 1, enthaltend: 10,0 ng/ml EGF, 10,0 
ng/ml FGF, 3,0 ng/ml PDGF, 10,0 ng/ml IGF, 40,0 ng/ml Dexamethason und 4,0 
mM Glutamin. 

4. Knorpelzell-Kulturmedium nach einem der vorstehenden Anspriiche, zusatzlich 
enthaltend bis zu 15 % (w/v) HimMnsenun. 

5. Knorpelzell-Kulturmedium naph Anspruch 4, zusatzUch enthaltend 3 bis 5 % (w/v) 
Humanserum. 

6. Knorpelzell-Kulturmedium nach einem der vorstehenden Anspriiche, in dem das 
Basismedium ausgewShlt ist axis der Gruppe, bestehend aus Eagle's MEM, DMEM, 
PPMI, MEM und OptiPro®. 

7. Verwendung eines Knorpelzell-Kulturmediums gemaB einem der vorstehenden 
Anspiiiche zur Ztlchtung von KnorpelzeUen. 
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Verwendung nach Anspruch 7, woxin die Ziichtung ausgehend von 
Gewebebiopsien eines Patienten erfolgt. 

Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, worin die Knorpelzellen zur Reimplantati( 
in den Menschen bestimmt sind. 

Knorpelzellsuspension in einem Medium gemaB einem der Anspriiche 1 bis 6. 
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Anmelder: BioTissue Technologies AG 
Anwaltsakte: 47 739 V 


Zusammenfassung 

Knorpelzell-Kulturmedium, enthaltend ein fur die Kultur von primaren human Zellen 
geeignetes Basismedivun, welches Kulturaiedium zusatzlich enthSlt: 0,5 - 50,0 ng/ml EGF, 
0,5 - 50,0 ng/ml FGF, 0,1 - 10,0 ng/ml PDGF, 0,5 - 50,0 ng/ml IGF, 1,0 - 100,0 ng/ml 
Dexamethason und 0,1 - 10,0 mM Glutaroin, ggf. supplementiert mit 0-15 % autologem 
Humanserum. 

In einem zweiten Aspekt betrifft die Erfibadung die Verwendung eines wie oben definierten 
Knoipelzell-Kulturmediimis zur Ztichtung von Knoipelzellen (Chondrozyten). 
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